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(54) Title: INVERTASE INHmiTOR 
(54) Bezekfanung: INVERTASE-INHIBITOR 
I (57) Abstract 

I The present invention concerns a nucleic acid which contains at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide, where the 
polypeptide is enabled to reduce the enzymatic activity of an invcrtase. die polypeptide ilsdf, as well as transgenic plants which contain 
this nucleic acid sequence. Moreover, the present invention concerns processes for producing such transgenic plants with reduced stoiaae- 
lelated sucrose loss. 

(57) Zusammenfessung 

Die vorlicgendc Erfindung betrifft eine Nukteinsdure, die mindestens eine fOr ein Polypeptid kodicfendc Nukkinsaurcsequenz enthalt. 
wobci das Polypeptid zur Reduzicnmg dcr enzymatiscben Aktivitflt ciner Invertasc bcffthigt ist. das Polypeptid selbst sowic transgenc 
Pflanzcn. die dicsc Nukleinsfluresequenz enthaltcn, Ftemcr belriffi die vorliegcnde Erfindung Verfehicn zur Heretellung von solchen 
transgenen Pflanzen mit reduziertem. lageningsbedingtem Saccharose- VcriusL 
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"Invertase-lnhibitor 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsaure, die mindestens eine fur ein 
Poiypeptid kodierende Nukleinsauresequenz enthalt, wobei das Polypeptid zur 
Reduzierung der enzymatischen Aktivitat einer Invertase befahigt ist, das Poly- 
peptid selbst sowie transgene Pflanzen, die diese Nukleinsauresequenz enthaf- 
5 ten. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Verfahren zur Herstellung von 
solchen transgenen Pflanzen mit reduziertenn, lagerungsbedingtem Saccharose- 
Verlust. 

Wahrend der Lagerung von Zuckerruben {Beta vulgaris), inn Zeitraum zwischen 
10 Ernte und Verarbeitung, kommt es durch Atmung bzw. Saccharose-Metabolis- 
mus zu einem Saccharose- Verlust von etwa 0,02% pro Tag. Mit diesenn Verlust 
geht ferner eine signifikante Qualitatsnninderung infolge der Zunahnne redu- 
zierender Zucker, insbesondere Fructose und Glucose, einher (Burba, M. (1976) 
Atnnung und Saccharosestoffwechsel lagernder Zuckerruben. Zeitschrift fur die 
1 5 Zuckerindustrie 26: 647-658). Der erste nnetabolische Schritt beim Saccharose- 
Abbau wahrend der Rubenlagerung ist die enzynnatische Hydrolyse durch eine 
vakuolare Invertase. Dieses Enzym wird in Rubengewebe nach Verwundung de 
novo synthetisiert (Milling, R.J., Leigh, R.A., Hall, J.L. (1993) Synthesis of a 
vacuolar acid invertase in washed discs of storage root tissue of red beet [Beta 
20 vulgaris L.). J. Exp. Bot. 44: 1687-1694). Da die Hauptmasse der Ruben-Sac- 
charose in den Zellvakuoien lokalisiert ist, spielt die {wund-)induzierte vakuolare 
Invertase eine zentrale Rolle fur den lagerungsbedingten Saccharose- Verlust. 

Es gibt zur Zeit keine befriedigende Losung fur das Problem lagerungsbedingter 
25 Saccharose- Verluste (Burba, 1976). Die wichtigsten MaSnahmen \m Stand der 
Technik bestehen in der Einhaltung niedriger Temperaturen (unter 12°C) und 
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definierter Luftfeuchte (zwischen 90 und 96%). Jedoch sind alle bisher einge- 
setzten MaSnahmen zur Verminderung der lagerungsbedingten Verluste unbefrie- 
digend. 

5 Ein lagerungsbedingter Umsatz von Saccharose zu den Hexosen Glucose und 
Fructose und somit ein Saccharose-Verlust findet auch wahrend des sogenann- 
ten "cold sweetening" bei Kartoffeln statt. Infolge der Kaltebehandlung wird in 
den Kartoffelknollen eine vakuolare Invertase induziert, die das Verhaltnis von 
Saccharose zu Hexosen bestimmt (Zrenner, R., Schuler, K., Sonnewald, U. 
10 (1996) Soluble acid invertase deternnines the hexose-to-sucrose ratio in cold- 
stored potato tubers. Planta 198: 246-252). Die Bildung der Hexosen als Folge 
des "cold sweetening" fuhrt zu QualitatseinbuSen bei der Herstellung von 
beispielsweise Pommes frites. 



15 Tomatenfruchte (Lycopersicon esculentum Mill.) weisen einen hohen Wasser- 
gehalt auf. Dieser ist teilweise durch die osmotisch wirksamen endogenen 
Zucker (Saccharose und Hexosen) bedingt. Eine Erniedrigung des Gesamtzucker- 
gehaltes durch Hemmung der Invertase-vermittelten Saccharose-Hydrolyse fiihrt 
zu kleineren wasserarmeren Fruchten (Klann, E.M., Hall, B., Bennett, A.B. 

20 (1996) Antisense acid invertase (TIV1) gene alters soluble sugar connposition 
and size in transgenic tomato fruit. Plant Physiology 112: 1321-1330). Eine 
Verringerung des Wassergehaltes der Tomatenfruchte fuhrt zu einer Einsparung 
von Energiekosten bei der Herstellung von Fruchtkonzentraten (z.B. Ketchup). Da 
die Reduktion der vakuolaren Invertase-Aktivitat uber lnvertase-a/7f/se/75e Ex- 

25 pression auf Grund des Vorkommens verschiedener Isoformen nur unvollstandig 
gelingt konnte die transgene Einfuhrung eines Invertaseinhibitors groRe Vorteile 
mit sich bringen, insbesondere wenn dieser verschiedene Isoformen gleicherma- 
Ben hemmt. 



30 



Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein neues System 
bereitzustellen, das im wesentlichen keine lagerungsbedingten Saccharose- 
Verluste in Pflanzen hervorruft. 
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Diese Aufgabe wird durch die in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
Gegenstande der vorliegenden Erfindung gelost. 

Ein erster erfindungsgemaBer Gegenstand betrifft eine Nukleinsaure, die minde- 
stens eine fur ein Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz enthalt, wobei das 
Polypeptid zur Reduzierung bzw. Erniedrigung der enzynnattschen Aktivitat einer 
Invertase befahigt ist. 

Die Begriffe "Nukleinsaure" und "Nukleinsauresequenz" bedeuten naturliche oder 
halbsynthetische oder synthetische Oder modifizierte Nukleinsauremolekule aus 
Desoxyribonukieotiden und/oder Ribonukleotiden und/oder nnodifizierten Nukleo- 
tiden. 

Der Begriff "Polypeptid" umfaRt naturlich vorkommende Polypeptide und rekom- 
binante Polypeptide. Rekombinante Polypeptide bezeichnen ein mit molekularbio- 
logischen Techniken hergestelltes Konstrukt, dem die naturliche DNA des origi- 
nalen Genoms bzw. die naturliche DNA, modifiziert mit einer fremden DNA- 
Sequenz, zugrundeliegt, und rekombiniert werden kann, z.B. mit Plasmiden, und 
in einem geeigneten Wirtssystem repliziert und exprimiert werden kann. 

Der Ausdruck "ein zur Reduzierung der enzymatischen Aktivitat einer Invertase 
befahigtes Polypeptid" bedeutet ein Polypeptid, welches in Folge der Bindung an 
eine Invertase deren enzymatische Aktivitat reduziert, wobei bei ausreichender 
Menge des Inhibitorproteins eine vollstandige Inhibition mdglich ist, Vorzugs- 
weise soil durch die Inhibitorexpression in der transgenen Pflanze eine etwa 
90%ige Inhibition der vakuolaren Invertase erreicht werden. 

In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Invertase in einer 
Pflanzenzelle vakuolar lokalisiert. In einer anderen Ausfuhrungsform ist die 
Invertase in der Zellwand lokalisiert. In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die 
Invertase im Cytosol lokalisiert. Die Invertase stammt vorzugsweise aus der 
Zuckerrube, der Kartoffel oder der Tomate. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaSt die 
Nukleinsaure die in Figuren 1 (SEQ ID Nr. 1), 3 (SEQ ID Nr. 2), 12 (SEQ ID Nr. 
3) und 14 (SEQ ID Nr. 4) gezeigte Nukleinsauresequenzen oder Abschnitte bzw. 
Fragmente davon sowie Nukleinsauresequenzen, die mit den komplementaren 
Sequenzen der in Fig. 1, 3, 12 oder 14 gezeigten Nukleinsauresequenzen oder 
Abschnitten bzw. Fragmenten davon hybridisieren konnen. 

In einer anderen Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaRe Nukleinsaure 
eine weitere, fur eine Targeting-Sequenz kodierende Nukleinsauresequenz. Der 
Begriff 'Targeting-Sequenz" bedeutet eine Aminosauresequenz, welche die 
zellulare Zielsteuerung in ein definiertes zellulares Kompartiment vermittelt, 
beispielsweise die Zielsteuerung in die Vakuole. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaSt die 
Targeting-Sequenz die vakuolare Targeting-Sequenz des Gerstenlektins mit 
folgender Aminosauresequenz: 

LEGVFAEIAASNSTLVAE 

In einer anderen Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaRe Nukleinsaure 
eine weitere, fur ein Signalpeptid kodierende Nukleinsauresequenz. Der Begriff 
"Signalpeptid" bedeutet eine hydrophobe Aminosauresequenz, die vom Signal- 
erkennungspartikel (SRP) erkannt wird. Das SRP vermittelt die Synthese des 
Gesamtpolypeptids am rauhen endoplasmatischen Reticulum (ER), mit der Folge, 
daft das entstehende Polypeptid in das Lumen des ER entlassen wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaRe Nukleinsaure 
eine fur eine ER-Retentionssequenz kodierende Nukleinsauresequenz. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform stammt das Signalpeptid von einer 
Invertase, vorzugsweise von der Zellwand-lnvertase aus Tabak. 



In einer anderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung enthalt die Nu- 
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kleinsaure eine weitere Nukleinsauresequenz, welche einen zur Expression in 
Pfianzen geeigneten Pronnotor umfaSt. Dieser Promotor bzw. Promotorsequenz 
stammt vorzugsweise aus der gleichen Pflanze wie die Invertase. In einer beson- 
ders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist der Promotor 
ein Kartoffei- oder Zuckerruben-spezifischer Promotor. 

Zusammenfassend kann die erfindungsgemalie Nukleinsaure die vorstehend 
definierte, das Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz und gegebenenfalls 
die vorstehend definierte. eine Targeting-Sequenz kodierende Nukleinsaurese- 
quenz und/oder die ein Signalpeptid kodierende Nukleinsauresequenz und/oder 
den vorstehend definierten Promotor umfassen, wobei vorzugsweise alle eine 
Aminosauresequenz kodierenden Nukleinsauresequenzen im Leserahmen an- 
geordnet sind und entsprechend dem genetischen Code degeneriert sein konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der die 
vorstehend definierte, erfindungsgemaBe Nukleinsaure zur Expression des 
rekombinanten Polypeptids in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtszellen 
enthalt. Der erfindungsgemaBe Vektor kann vorzugsweise geeignete regulatori- 
sche Elemente, wie Promotoren. Enhancer. Terminationssequenzen. enthalten. 
Der erfindungsgemaBe Vektor kann beispielsweise ein Expressionsvektor oder 
ein Vektor zur vorzugsweise stabilen Integration der erfindungsgemaBen Nu- 
kleinsaure in das genetische Material einer Wirtszelle sein. Ein geeignetes Ex- 
pressionssystem umfaBt beispielsweise das Ti-Plasmid Oder ein binares Plasmid- 
system in Agrobacterium tumefaciens als Vektor zur stabilen Integration der 
erfindungsgemaBen Nukleinsaure in das genetische Material einer Pflanze. 
Weiterhin kann die erfindungsgemaBe Nukleinsaure z.B. auch durch das Ri- 
Plasmid von Agrobacterium rizogenes. durch direkten Gentransfer mittels Poly- 
ethylenglykol, durch Elektroporation oder durch PartikelbeschuB in das geneti- 
sche Material einer Pflanze eingefuhrt werden. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, welche 
die erfindungsgemaBe Nukleinsaure oder den erfindungsgemaBen Vektor enthalt. 
Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise Prokaryonten, wie E. coH, oder euka- 
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ryotische Wirtszellen wie Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces 
pombe, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris und BacculovirusAnfmene 
Insektenzellen. 

Ein weiterer erfindungsgemaRer Gegenstand ist das Polypeptid selbst, das von 
der vorstehend definierten Nukleinsauresequenz kodiert wird, wobei die Nu- 
kleinsauresequenz entsprechend dem genetischen Code degeneriert sein kann. 
Das erfindungsgemaSe Polypeptid enthalt mindestens einen zur Reduzierung der 
enzymatischen Aktivitat einer Invertase befahigten Aminosaure-Sequenzab- 
schnitt. In einer besonders bevorzugten AusfClhrungsform umfalit das Polypeptid 
die in Figuren 1 (SEQ ID Nr. 5), 3 (SEQ ID Nr. 6}, 12 (SEQ ID Nr. 7) und 14 
ISEQ ID Nr. 8) gezeigten Aminosauresequenzen Oder Abschnitte bzw. Fragmente 
davon. Ferner umfaSt der Begriff "Polypeptid" beispielsweise Isoformen aus der 
gleichen Pflanze sowie homologe Inhibitor-Sequenzen anderer Pflanzenarten, 
wobei die Homologie auf Proteinebene vorzugswelse > 70% ist. 

In einer erf indungsgemaSen Ausf uhrungsform enthalt das Polypeptid weiter eine 
ann C-Ternninus des Polypeptids angeordnete Aminosauresequenz, welche eine 
vorstehend definierte Targeting-Sequenz und/oder eine ER-Retentionssequenz, 
beispielsweise "KDEL", umfaBt, und/oder eine am N-Terminus des Polypeptids 
angeordnete Aminosauresequenz, welche ein vorstehend definiertes Signalpeptid 
umfaBt. 

Die erfindungsgemaSe Nukleinsauresequenz, der erfindungsgemaSe Vektor 
sowie das erfindungsgemaSe Polypeptid konnen durch im Stand der Technik 
bekannte Verfahren hergestellt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine transgene Pflanze, 
die mindestens die vorstehend definierte, erfindungsgemaSe Nukleinsaure 
enthalt. 

Der Begriff "transgene Pflanze" bzw. "Pflanze" umfaSt die ganze Pflanze als 
solche sowie deren Teile, wie Wurzel, Stengel, Blatt, organspezifisches Gewebe 
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Oder Zellen, deren vermehrungsfahiges Material, insbesondere Samen, und deren 
Keimlinge. Ferner umfaSt dieser Begriff Starkeknollen und -wurzein, beispiels- 
weise Kartoffel, Batata und Maniok, und Zuckerpflanzen, beispielsweise Zucker- 
rohr und Zuckerrube, sowie Tomate und Mais. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsfornn der vorliegenden Erfindung ist der Wildtyp 
der transgenen Pflanze eine Zuckerrube, eine Tomate Oder eine Kartoffel. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung der erfindungsgemaSen transgenen Pflanze, worin eine Pflanzenzelle 
durch stabile Integration der vorstehend definierten Nukleinsaure in das geneti- 
sche Material transformiert wird und die transformierte Pflanzenzelle zur trans- 
genen Pflanze regeneriert wird. Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen 
sind im Stand der Technik bekannt. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der 
vorstehend definierten Nukleinsaure zur Herstellung einer transgenen Pflanze mit 
reduziertem lagerungsbedingtenr) Saccharose- Verlust. 

ErfindungsgemaR kann festgestellt werden, daft die Verminderung lagerungs- 
bedingter Saccharose-Verluste durch die Expression des vorstehend definierten 
Polypeptids als "Invertase-lnhibitorprotein" in transgenen Pflanzen uberraschen- 
derweise ein hochspezifisches, umweltschonendes Verfahren zur Verbesserung 
von beispielsweise der Zuckerriiben- bzw, Kartoffelknollenqualitat darstellt. Fur 
die Zuckerrube wird durch die Effizienzsteigerung der Zuckergewinnung bei 
vorgegebener Ertragshohe eine Verminderung des Produktionsmitteleinsatzes 
ermoglicht. Im Fall der Kartoffel wird durch Reduktion der Kalte-induzierten 
Hexose-Bildung die Produktqualitat der Kartoffein, insbesondere fur die Her- 
stellung von Pommes f rites, erhoht. Im Fall der Tomate wird durch die Reduktion 
osmotisch wirksamer Hexosen der Wassergehalt der Tomatenfrucht erniedrigt. 

Durch die Kombination der den Invertase-lnhibitor kodierenden Nukleinsaurese- 
quenz mit einer, eine geeigneten Targeting-Sequenz kodierenden Nukleinsaurese- 
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quenz kann beispielsweise eine korrekte vakuolare Zielsteuerung des exprimier- 
ten Invertase-lnhibitors in die Vakuole erreicht werden und somit die Expression 
des Invertase-lnhibitors raumlich begrenzt werden. Ferner kann durch Verwen- 
dung von beispielsweise ruben- oder knollenspezifischen Promotoren die Ex- 
pression des Invertase-lnhibitors zeitlich begrenzt werden. 

Die Figuren zeigen: 

Rqu'^ T zeigt die den Invertase-lnhibitor kodierende c-DNA aus Nicotiana taba- 
cum mit einer Lange von 1 701 bp, wobei der offene Leserahmen ("open reading 
frame", "ORF") 477 bp mit Startnukleotid 1 umfaSt. Der von dieser Nukleinsau- 
resequenz kodierte Invertase-lnhibitor weist 159 Aminosauren mit einem errech- 
neten Molekulargewicht von 18915 und einem errechneten isoelektrischen 
Punkt von 10,13 auf. 

2 zeigt die schematische Herstellung des Inhibitor-Konstrukts einer bevor- 
zugten erfindungsgemaRen Ausfuhrungsform zur Transformation von Pflanzen. 

Fiqur 3 zeigt eine weitere, fiir einen in der Zellwand von Tabakzellen lokalisierten 
Invertase-lnhibitor kodierende cDNA mit einer Lange von 631 bp (ohne poly-A). 
Die genutzte Signalsequenz fur die Sekretion in die Zellwand ist fett markiert. Die 
Schnittstelle, welche mit dem ansequenzierten N-Terminus des reifen Proteins 
identisch ist, ist durch einen Pfeil markiert. 

Fjflur 4 zeigt die Expression des rekombinanten Tabak-lnvertaseinhibitors in 
E.coli. Die in Figur 3 dargestellte cDNA wurde in den pQE-Vektor {Qiagen, 
Hilden, Deutschland) kloniert. Das rekombinante Protein wurde als his-tagged 
Fusionsprotein exprimiert. A: M, Molekulargewichtsmarker; 1: Bakterien nicht- 
induziert; 2: Bakterien mit IPTG induziert; 3: Affinitatschromatographisch (Ni- 
NTA) gereinigter rekombinanterTabak-lnvertaseinhibitor. B: Western Blot-Analy- 
se der Fraktionen 1-3 aus A mit einem gegen den Inhibitor gerichteten polyklona- 
len Antiserum. 
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F'gur 5 zeigt die dosisabhangige Hemmung der Zellwand-lnvertase aus Tabak 
durch das rekombinante Inhibitorprotein. Die Punkte zeigen die Hemmung nach 
Vorinkubation beider Proteine ohne Saccharose, die Vierecke zeigen die Hem- 
mung ohne Vorinkubation. 

^iq^'' 6 zeigt die Induktion der sauren Invertaseaktivitat in Zuckerriiben nach 
Verwundung. 

^'^^^^ zeigt die Hemmung der Gesamt-lnvertaseaktivitat aus verwundeten 
Zuckerruben durch aus Tabakzellkulturen gewonnenem Invertaseinhibitor. 

F\(]^r8 zeigt die Hemmung der Zellwand-lnvertase aus der Zuckerriibe durch den 
rekombinanten Tabak-lnvertaseinhibitor (siehe Figuren 3-5). Die Punkte zeigen 
die Hemmung nach Vorinkubation beider Proteine ohne Saccharose, die Vierecke 
zeigen die Hemmung ohne Vorinkubation. 

^^^^^ 9 zeigt die Hemmung der Gesamt-lnvertaseaktivitat aus verwundeten 
Zuckerruben (vakuolare Invertase + Zellwand-lnvertase) durch den rekombinan- 
ten Tabak-lnvertaseinhibitor (siehe Figuren 3-5). Die Punkte zeigen die Hemmung 
nach Vorinkubation beider Proteine ohne Saccharose, die Vierecke zeigen die 
Hemmung ohne Vorinkubation. 

^'q^'' TO zeigt die immunologische Identifizierung der vakuolaren Invertase (VI) 
aus Tomatenfruchten, sowie den IMachweis eines zum Tabak-lnvertaseinhibitor 
homologen Tomateninhibitors (INH). Beide Proteine wurden mit polyklonalen, 
monospezifischen Antiseren detektiert. Die VI zeigt nach SDS-PAGE und We- 
stern Blot zwei Spaltprodukte von 52 und 20 KD. Die VI bindet vollstandig an 
Concanavalin A-Sepharose, wohingegen derTomaten-lnvertaseinhibitor zu etwa 
gleichen Anteilen in der ConA-bindenden und der ConA-nichtbindenden Fraktion 
vorliegt. 



P'qu'' T 1 zeigt die Hemmung der Tomaten-VI durch den rekombinanten Tabak- 
lnvertaseinhibitor (siehe Figurea 3-5). Die Punkte zeigen die Hemmung nach 
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Vorinkubation beider Proteine ohne Saccharose, die Vierecke zeigen die Hem- 
mung ohne Vorinkubation. 

F'Qur 12 zeigt die Sequenz einer partiellen cDIMA fur den Tonnaten-lnvertas- 
5 einhibitor, die uber RT-PCR aus Tomatenbluten-cDNA amplifiziert wurde. 

F'qur 13 zeigt den Vergleich von zwei (identischen) partiellen Tomaten-lnvertas- 
einhibitor-Klonen mit dem Tabak-lnvertaseinhibitor (siehe Figur 3). 

10 FiQur 14 zeigt die cDNA Sequenz eines cytosolischen Honnologs zum Invertas- 
einhibitor-Klon aus Fig. 3, Das durch diesen Klon kodierte Protein ist zur Hem- 
mung cytosolischer Invertasen befahigt. 

Durch das nachfolgende Beispiel wird die vorliegende Erfindung naher eriautert. 

15 

Beispiel 

Samtliche, im folgenden Beispiel zur Anwendung kommenden Methoden fur die 
20 Herstellung der erforderlichen Genkonstrukte entsprechen Standardverfahren 
molekularbiologischen Arbeitens (Ausubel, F., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, 
D.D., Seidmann, J.G., Smith, J.A., and Struhl, K. (1987-1996) Current Protocols 
in Molecular Biology, Greene Publishing). Der Arbeitsgang gliedert sich im 
wesentlichen in folgende Abschnitte: 

25 

(1 ) Das Inhibitorprotein wird iiber selektive Salzelution des Zeliwandproteins, 
zweifache lonenaustauscherchromatographie und anschlie&ende SDS- 
Polyacrylamidgelelektrophorese bis zur Homogenitat gereinigt. 

30 (2) Das homogene inhibitorprotein wird tryptisch verdaut und die erhaltenen 
Peptide des Inhibitorproteins werden uber £c/Ana/7-Abbau sequenziert. 



13) Ausgehend von den erhaltenen Peptidsequenzen werden degenerierte 
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Primer synthetisiert und mit ihrer Hilfe uber PGR DNA-Fragmente der 
Inhibitor-cDNA aus Gesamt-cDNA amplifiziert. 

(4) Aus Tabakzellkulturen wird eine cDNA-Bank (in einem Expressionsvektor; 
5 ZAP Express®, Fa. Stratagene) hergestellt. 

(5) Die erhaltenen Partialsequenzen der Inhibitor-cDNA (siehe (2)) werden fCir 
das Screening der cDNA-Bank eingesetzt. 

0 (6) Der erhaltene Vollangenklon wird nach Expression in E.coli (Einklonierung 
in den pQE-Vektor der Fa. Qiagen) hinsichtlich seiner Funktion (Invertase- 
Inhibition) bestatigt. 



17) Der fur das Inhibitorprotein kodierende Abschnitt des cDNA-Klons (Fig. 1 ) 
wird liber PGR amplifiziert. Hierfiir werden Primer mit Restriktionsschnitt- 
stellen eingesetzt, die die anschlieBende Ligation mit der Signal- und der 
Targeting-Sequenz eriauben. Am 5'-Ende wird mit der Signalsequenz, am 
3'-Ende mit der Targeting-Sequenz fur die Vakuole ligiert. 
Gewinnung der Signalsequenz: Die Signalsequenz wird mittels PGR aus 
der cDNA der Tabak-Zellwand-lnvertase (Greiner, S., Weil, M., Krausgrill, 
S., Rausch, T. (1995) Plant Physiology 108: 825-826) amplifiziert (Be- 
reich: Met^-Val"). Hierfur werden Primer mit Restriktionsschnittstellen 
eingesetzt, die die anschlie(Sende Ligation mit der Inhibitor cDNA eriauben. 
Gewinnung der Targeting-Sequenz: Die Targeting-Sequenz wird aus der 
cDNA fur das Gerstenlektin amplifiziert (Bednarek, S.Y., Taikhel, N.V. 
(1991) Plant Cell 3: 1195-1206). Hierfur werden ebenfalls Primer mit 
Restriktionsschnittstellen eingesetzt, die die anschlieSende Ligation mit 
der Inhibitor cDNA eriauben. 

Zur se/75e-Klonierung der Nukleinsaure aus Fig. 3 (SEQ ID Nr. 2) wird die 
gesamte Nukleinsaure mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen BamH I und 
Xba I aus dem pBK-CMV-Vektor (dieser generiert sich nach "in vivo 
excision" aus dem ZAP Express Phagen (Fa. Stratagene)) herausgeschnit- 
ten. Das erhaltene DNA-Fragment wird nun in einen BamH l/Xba I ge- 
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schnittenen binaren Transformationsvektor ligiert und anschlieRend in 
Bakterien transformiert. 

Zur a/7r/se/7se-Klonierung der Nukleinsaure aus Fig. 3 (SEQ ID Nr. 2) 
werden die Restruktionsendonukleasen BamH 1 und Kpn I verwendet. 
5 Ansonsten ist die Vorgehensweise die gleiche wie bei der sense-Klonie- 

rung. 

Die sense- und an^/se/?se-Klonierung der Nukleinsaure aus Fig. 14 (SEQ ID 
Nr. 4) erfolgt analog. 

Die so erhaltenen Konstrukte werden zum Agrobacterium tumefaciens- 
1 0 vermittelten Gentransfer in Pflanzen (im Beispiel Zuckerrube, Kartoffel und 

To mate n) eingesetzt. 

Die Einfuhrung der vakuolaren Targeting-Sequenz fur die Nukleinsauren 
aus Fig. 3 und 4 erfolgt wie fiir die Nukleinsaure aus Fig. 1 beschrieben. 



1 5 (8) Das unter (7) genannte Genkonstrukt wird B'-seitig nnit einem rubenspezi- 
fischen Promotor ligiert und das erhaltene Konstrukt in einen binaren 
Expressionsvektor einkloniert. 



(9) Die Zielpflanze wird uber eine geeignete, im Stand der Technik bekannte 
20 Transformationstechnik transformiert. Der Aufbau des fiir die Transforma- 

tion benotigten Genkonstruktes ist in Fig. 2 dargestellt. 



Gegen den in Tabakzellen exprimierten Invertaseinhibitor wurde ein Antiserum 
fiir das Screening einer cDNA-Bank hergestellt. Desweiteren wurden mit aus 

25 partiellen Aminosauresequenzen abgeleiteten Oligonukleotiden PCR-Reaktionen 
zur Gewinnung einer homologen cDNA-Sonde durchgefuhrt. AuSerdem wurde 
ein Oligo-Screening durchgefuhrt. Mit dem Oligo-Screening wurde der Klon in 
Fig. 1 isoliert. Ober RT-PCR wurde ein 300 bp-Fragment amplifiziert, welches 
dann als Sonde fur das Screening der cDNA-Bank eingesetzt wurde. Hierbei 

30 wurde der Klon in Fig. 3 isoliert. Letzterer wurde in E.colia\s his-tagged Fusions- 
protein exprimiert (Fig. 4). Das rekombinante Inhibitorprotein hemmt die Zell- 
wand-lnvertase aus Tabak, wobei fiir diese Invertase-lsoform ein partieller 
Substratschutz beobachtet wird (Fig. 5), der jedoch bei anderen vakuolaren bzw. 
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in der Zellwand lokalisierten Invertasen nicht auftritt (s.u.). AuSerdem wurde ein 
cytosolisch lololisiertes Homolog zu dem in Fig. 3 dargestellten Inhibitorklon 
isoliert (Fig. 14). Das durch diesen Klon kodierte Protein kann als Inhibitor fur 
cytosolische Invertasen wirken. 



Die Invertase-Aktivitat in verwundeten Zuckerruben (Fig. 6J laRt sich durch das 
aus Tabakzellen isolierte (Fig. 7) Inhibitorprotein hemmen. Enzymkinetiken mit 
rekonnbinanten Tabak-lnhibitorprotein bestatigen, da(5 sowohl die Gesamt-ln- 
vertaseaktivitat (Fig. 9) in verwundeten Zuckerruben. wie auch die partiell 
gereinigte Zellwand-lnvertase der Zuckerrube (Fig. 8) durch den Invertaseinhibi- 
tor aus Tabak zu hemmen sind. 



In Tomatenfruchten wird in erster Linie vakuolare Invertase exprimiert. die bei 
Auftrennung uber SDS-PAGE in zwei Spaltprodukte zerfallt (52 und 20 KD; Fig. 
10). Neben der vakuolaren Invertase wird auch ein vermutlich im Zeliwandraum 
lokalisierter Invertaseinhibitor von ca, 19 KD exprimiert, der mit dem Antiserum 
gegen den Tabak-lnvertaseinhibitor kreuzreagiert (Fig. 10). Die aus Tomaten- 
fruchten isolierte vakuolare Invertase wird ebenfalls durch den rekombinanten 
Tabak-lnvertaseinhibitor gehemmt (Fig. 11). Die auffallige Sequenzhomologie 
einer uber RT-PCR erhaltenen Tomaten cDNA-Partialsequenz mit der Sequenz 
des Tabak-lnvertaseinhibitors (Fig. 12 und 13) stutzt die Vermutung, daS der in 
Fruchten exprimierte Tomaten-lnvertaseinhibitor gegenuber der vakuolaren 
Invertase kompartimentiert sein konnte (im Zeliwandraum) und daher in vivo die 
vakuolare Invertase nicht hemmt. 



Zusammenfassend kann festgestellt werden, daS der apoplastische Tabak- 
lnvertaseinhibitor (Fig. 3) nachgewiesenermaSen sowohl Zellwand-lnvertasen 
wie auch vakuolare Invertasen, insbesondere der Zuckerrube und der Tomate. 
vollstandig zu hemmen vermag. Das korrekte zellulare Targeting vorausgesetzt. 
kann der Tabak-lnvertaseinhibitor in transgenen Pflanzen (Zuckerrube, Kartoffel, 
Tomate) somit zur Verminderung der vakuolaren und/oder in der Zellwand 
lokalisierten Invertasen eingesetzt werden. Der cytosolisch lokalisierte Inverta- 
seinhibitor (Fig. 14) reguliert cytosolische Invertasen. Auch deren Hemmung in 
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transgenen Pflanzen kann sich vorteilhaft auf das Saccharose/Hexose-Verhaltnis 
auswirken. 
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Patentanspruche 

Nukleinsaure, enthaltend mindestens eine fur ein Polypeptid kodierende 
Nukleinsauresequenz, wobei das Polypeptid zur Reduzierung der enzymati- 
schen Aktivitat einer Invertase befahigt ist. 

Nukleinsaure nach Anspruch ^, wobei die Invertase in einer Pflanzenzelle 
vakuolar lokalisiert ist. 

Nukleinsaure nach Anspruch 1, wobei die Invertase in einer Pflanzenzelle 
Zellwand-lokaiisiert ist. 

Nukleinsaure nach Anspruch 1, wobei die Invertase in einer Pflanzenzelle 
im Cytosol lokalisiert ist. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Invertase aus 
der Zuckerrube, der Kartoffel oder der Tomate stammt. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 5, umfassend die in Figur 
1 (SEQ ID Nr. 1 }, 3 (SEQ ID Nr. 2), 1 2 (SEQ ID Nr. 3) oder 1 4 (SEQ ID Nr. 
4) gezeigte Nukleinsauresequenz oder Abschnitte davon oder mit deren 
komplementaren Sequenzen hybridisierende Nukieinsauresequenzen. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 6, weiter enthaltend minde- 
stens eine fur eine Targeting-Sequenz kodierende Nukleinsauresequenz. 

Nukleinsaure nach Anspruch 7, wobei die Targeting-Sequenz die vakuola- 
re Targeting-Sequenz des Gerstenlektins umfaRt. 

Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 8, weiter enthaltend minde- 
stens eine fur ein Signalpeptid kodierende Nukleinsauresequenz. 



10. 



Nukleinsaure nach Anspruch 9, wobei das Signalpeptid von einer Inver- 
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tase stammt. 

1 1 . Nukleinsaure nach Anspruch 9 Oder 10, wobei das Signalpeptid von der 
Zellwand-lnvertase aus Tabak stammt. 

12. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 11, welter enthaltend 
mindestens eine fur eine ER-Retentionssequenz kodierende Nukleinsaure- 
sequenz. 

13. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 12, weiter enthaltend 
mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche einen zur Expression in 
Pflanzen geeigneten Promotor umfaSt. 

14. Nukleinsaure nach Anspruch 13, wobei der Promotor aus der gleichen 
Pflanze stammt wie die Invertase. 

15. Nukleinsaure nach Anspruch 13 oder 14, wobei der Promotor ein Kar- 
toffel-, Tomaten-, oder Zuckerruben-spezifischer Promotor ist. 

16. Vektor, enthaltend die Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 bis 
15. 

1 7. Wirtszelle, enthaltend die Nukleinsaure gemafl einem der Anspruche 1 bis 
15 Oder den Vektor gemaK Anspruch 16. 

18. Polypeptid, enthaltend mindestens einen zur Reduzierung der enzymati- 
schen Aktivitat einer Invertase befahigten Aminosaure-Sequenzabschnitt. 

19. Polypeptid nach Anspruch 18, umfassend die in Figur 1 (SEQ ID Nr. 4), 3 
(SEQID Nr. 6), 12 (SEQ ID Nr. 7) oder 14 (SEQ ID Nr. 8) gezeigte Amino- 
sauresequenz oder Fragmente davon. 



20. 



Polypeptid nach Anspruch 18 oder 19, weiter enthaltend eine am C- 
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Terminus des Polypeptids angeordnete Aminosauresequenz, welche eine 
Targeting-Sequenz und/oder ER-Retentionssequenz umfaSt. 

21 . Polypeptid nach Anspruch 20. wobei die Targeting-Sequenz die vakuolare 
Targeting-Sequenz des Gerstenlektins umfaBt. 

22. Polypeptid nach einem der Anspruche 18 bis 21. weiter enthaltend eine 
am N-Terminus des Polypeptids angeordnete Aminosauresequenz. welche 
ein Signalpeptid umfaBt. 

23. Polypeptid nach Anspruch 22, wobei das Signalpeptid von einer Invertase 
stammt. 

24. Polypeptid nach Anspruch 22 oder 23, wobei das Signalpeptid von der 
Zellwand-invertase aus Tabak stammt. 

25. Transgene Pflanze, enthaltend mindestens eine Nukleinsaure gemaB einem 
der Anspruche 1 bis 15. 

26. Transgene Pflanze nach Anspruch 25, deren Wildtyp eine Zuckerrube ist. 

27. Transgene Pflanze nach Anspruch 25, deren Wildtyp eine Kartoffel ist. 

28. Transgene Pflanze nach Anspruch 25, deren Wildtyp eine Tomate ist. 

29. Verfahren zur Herstellung einer transgenen Pflanze gemaS einem der 
Anspruche 25 bis 28, worin eine Pflanzenzelle durch stabile Integration 
der Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 bis 1 5 in das genetische 
Material transformiert wird und die transformierte Pflanzenzelle zur trans- 
genen Pflanze regenerien wird. 



30. Verwendung der Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 bis 1 5 zur 
Herstellung einer transgenen Pflanze mit reduziertem lagerungsbedingtem 
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Fig. 1 (Blatt 1) 
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^30 140 150 160 170 180 

I I • . I I ( ! 

ATTGATCGCATCCTTGAAGACTTTGTGA2LAJiTAAAJl^ 
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GCCCAAAAAATCACCAAGTTC^TTTAC^JiLTAGTTTCTGG^ 
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GAATTTACAGCTGGACAGGAAGTCTTGAAACCCTCTTTTACTCGATATTC^ 
£ F T A G Q E L L K P S F T. R Y S S T F 
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GCTACTGTTCAGAGCTTGTTGai.CC^-C^GAAATGGTCTTl^^^ 
A T V Q S L ■ L D H R L\r G L K R M F Q S ^^ 
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aaatggctttcgtcccggtattcaa^vgctcLaag^^^ 

K W L S S R Y S K L E D G K E V E K I V 
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Fig. 1 (Blatt 2) 
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Fig. 1 (Blatt 3) 
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TGCCTTGAACCAGAACCCAA2VTGCAa^GCAGTTAACATGlTTGGTAACclcTCAA.CTACT 
C L E ? E ? K C T A V N M F G N H S T T 
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Fig. 1 (Blatt 4) 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 A 
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